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Abstract: Po lycyclic arom atic hydrocarbons ( PAHs) are a group of organic po llutants that accu-
mulated in the environm ent due to a varie ty of an thropogen ic activities. M ore andmore attent ion
has been paid to PAH s, because o f their tox ic, carcinogenic and mutagen ic po tentia.l The aro-
mat ic ring-cleav ing enzymes produced bym icrobes p lay a def in itive role in themetabolism of aro-
mat ic compounds. These enzymes can catalyze the add ition o f tw o atom s ofmo lecu lar oxygen d-i
rectly on to aromatic rings and the ir der ivatives, w ith subsequent cleavage of arom atic rings. A t
presen,t the stud ies on the physical and chem ical propert ies, mo lecu lar structure, and functions
of these enzymes are carried on, and this paper rev iew ed the current status and trend on the re-
search o f the genes and enzymes invo lved in PAH s degradation.
K ey words: po lycyc lic arom atic hydrocarbon ( PAHs) ; biodegradat ion; dioxygenase.
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1 引  言
多环芳烃 ( PAH s)是一类有毒的环境污染物,大
量的人类活动使它们在环境中不断累积 ( Juhasz&
N aidu, 2000)。目前, 由于其所具有的潜在毒性, 致
癌和致畸特性,使它受到了越来越多人的关注与研














我国在 20世纪 70~ 80年代就曾开展了此类研究,
至 90年代引起越来越多的重视,并在研究的广度和
深度上不断扩展 (郑天凌等, 2001; 谷体华等, 2005;
骆苑蓉等, 2005;孙娟等, 2005;黄栩等, 2006)。
生态学杂志 Chinese Journal o f Eco logy 2007, 26( 6) : 917- 924             
2 参与 PAH s降解的主要细菌种属









还原酶亚基, 一个铁氧还原蛋白亚基, 一个大的 A
亚基和一个小的 B亚基组成的铁硫蛋白 (H arayama
et al. , 1992)。
多环芳烃的酶降解大多具有较强的区域性和选








( 2002)在菲降解菌, 鞘氨醇单胞菌 ( Spy ingomonas
sp. ) PY3的 DNA片段与 pUC119质粒连接后, 对菲
降解菌 Sph ingomanas sp. PY3的 meta-开裂基因进行
克隆和研究。通过酶切、连接及转化,得到 2个质粒
pU p 1和 pUp 2。经 DNA测序及数据库检索发现,
pU p 1含有 2个 ORF。ORF 1含有铁硫蛋白 ( p lant
type[ 2Fe- 2S] )及水解酶的 Moti;f ORF 2含有双加




周德平等 ( 2004)利用 PCR扩增分离得到了少
动鞘氨醇单胞菌 ( Sph ingomonas aucimobilis ) ZX4菌
株的儿茶酚 2, 3-双加氧酶基因 ( C23O-ZX4)。序列
分析结果表明,该基因与已报道的来自菌株 Spyin-
gomonas yanoikuyae B1和 Spy ingomonas sp. KMG425
的 xy lE基因 (编码产物均为 C23O)具有较高的核甘
酸序列同源性。
M eyer等 ( 1999 ) 研究发现, 类芽胞杆菌属
Paenibacillus sp. 和鞘氨醇单胞菌属 Sphingomonas
sp. 这 2个菌属菌株的邻苯二酚 2, 3-双加氧酶
( C23DO)基因间有较高的同源性, 他们根据不同菌
属 C23DO基因的不同特征设计了特异性强的引物,




















Garc ia-V alc les等 ( 1989)用 xyle和 nahG基因探
针与质粒 PL IB113酶切片段杂交, 显示了 611 kb片
段与 2个探针 DNA均有同源性。
Rossello-M ora等 ( 1994) 以 nahA ( NO )和 nahH
( C230)基因为探针, 与 6个萘降解菌株的质粒杂
交, 发现菌株 P. stu tzeri 19SMN4的质粒含有 nahH
基因,同时以芳香环降解基因探针 nahA、nahG和









A tsushi等 ( 2000 )先用已报道的萘降解基因
phd I为探针与分离出来的大片段基因组 DNA和质
粒进行 Southern杂交, 发现降解基因可能位于染色
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体之上,之后根据降解基因的保守区域设计简并引







径 ( Baldw in et al. , 2003; M oser& Stah,l 2001)。也有
人通过这些酶来做遗传筛选以检出具有 PAHs分解
作用潜力的细菌 ( H errick et al. , 1993; F lem ing et
al. , 1998; H amann et al. , 1999; M eyer et al. , 1999)。
313 通过应用宏基因组学技术筛选得到降解基因
海洋环境的特殊性与高度复杂性造就了极为丰
富的微生物多样性,孙昌魁等 ( 2001)估计 99%以上
的微生物为不可培养微生物 ( uncu lturab le m icroor-
ganism,或称未能培养的微生物 )。这就意味着对隐









之后 (H ande lsman et al. , 1998) ,该技术才开始应用
于生物活性物质的筛选, 迄今已有几丁质酶、淀粉
酶、核酸酶、酯酶、脂肪酶、蛋白酶、氧化酶和抗菌药
物等基因得到筛选与表达 ( Rondon et al. , 2000;
G illesp ie et al. , 2002; Patrick et al. , 2002)。
Y eates等 ( 2000) 扩展了 PCR反应的方法,使
其可以用来获得环境样品中环羟基化双加氧酶




































2类 ( Senda et al. , 1996; Hugo et al. , 1998;孙艳和钱
世钧, 2001;章俭等, 2004) (表 1)。
412 几类常见的细菌双加氧酶
通常在 PAHs的降解过程中, 环的氧化都是一
表 1 细菌双加氧酶类型 (按开环方式 )
Tab. 1 Type of bacteria d ioxygenase s ( pressed by ring o-

























有不同的 A、B亚基, [A B
Fe3+ ] n, 另外一些为单一




一个多组分的复杂酶系 ( Okuta et al. , 2003)。这个
复杂的酶系, 主要由黄素蛋白、铁-硫蛋白和铁氧还
蛋白所组成 ( Yeh et al. , 1977; Crutcher et al. ,
1979)。







裂开环酶。内断裂双加氧酶, 如儿茶酚 1, 2-双加氧
酶如果要具有酶的活性就必须在其活性位点包含有
一个高旋的三价铁原子 ( Sanak is et al. , 2003)。外
断裂邻苯二酚 2, 3-双加氧酶 ( C23O) 有 4个分子量







成半醛 ( Senda et al. , 1996; But ler& M ason, 1997;孙
艳和钱世钧, 2001)。
41212 环羟化双加氧酶  环羟化双加氧酶 ( aro-
mat ic-ring-hydroxylat ing dioxygenases, ARHD )属于单
环的非血红素铁加氧酶大家族 ( Jiang et al. , 1996;
Butler& M ason, 1997) ,此类加氧酶被认为由以下几
种组分组成。
1) 羟化酶组分
羟化酶组分,是 ( A B) n或 ( A) n的低聚物。在
( A B) n型酶中 2个非烷基类群, R ieske型 [ Fe2 S2 ]
中心和单核铁与 A亚基有关。 A亚基含有一个
R ieske[ 2Fe-2S ]中心和单核铁 ( Harayama et al. ,
1992) (结构如图 1) ,后者位于酶的催化中心。 B亚
基影响末端氧化酶的最初构像。A和 B亚基共同影
响底物特异性 (孙艳和钱世钧, 2001)。
  2) 电子传递组分
电子传递组分, 与黄 素蛋白和 R ieske 型
[ Fe2 S2 ]铁氧还原蛋白 ( NADH-铁氧还原蛋白氧化
还原酶 )结合而稳定。在安息香酸盐和甲苯甲酸盐
1, 2-双加氧酶系统, 一个单一的蛋白包含有还原酶
和 R ieske型铁氧还原蛋白结构域从 NADH向羟化
酶组分传递电子 ( H arayam aetal. , 19 92)。在邻苯
图 1 [ Fe2 S2 ]中心和单核铁
Fig. 1 [ Fe2 S2 ] cen ter and single- cen ter iron
二甲酸盐 4, 5-双加氧酶系统, 邻苯二甲酸盐双加氧





[ Fe2 S2 ]→羟化酶 A亚基 [ Fe2 S2 ] , Fe( Bu tler& M a-
son. , 1997; Jiang et al. , 1996; Kauppi et al. , 1998)





的反应。Axce ll和 G eary ( 1975)曾对腐臭假单孢菌
株中的苯加双氧酶进行了定性, 并纯化出均一的酶
蛋白。这种酶系极不稳定, 它由一个具有近 60 KDa




发现它含有 2个 [ Fe2 S2 ]集团, 其分子量为 215
KDa。
K rivobok等 ( 2003)在芘降解菌 Mycobacterium
sp. strain 6PY1的研究中, 克隆了被称为 Pdo1和
Pdo2的 2种酶的末端羟化双加氧酶结构的编码基
因, 属于双加氧酶的一个亚科且是革兰氏阳性细菌
所特有。当它在 E scherich ia coli中大量表达时, Pdo1
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反应中得到了显著的增强。纯化得到的 Pdo2酶是
一种棕色蛋白质,由 2种类型的亚基组成其分子量




研究认为, 末端氧化酶是一个铁硫蛋白 ( iron





R ieske型 [ 2Fe, 2S]结构。末端氧化酶组分为一个
大的寡聚蛋白, 分子量为 150 ~ 200 KDa, 主要由分
子量分别是 50和 20KDa的 2种不同亚基 A和 B组
成。它们以苯、甲苯和萘双加氧酶的 A2B2或苯甲酸




































大的蛋白 (汪家政和范明, 2002 )。对此, 笔者新近
利用丙稀酰胺梯度凝胶电泳技术来寻找差异表达,
获得了较满意的效果 (图 2)。
图 2 5% ~ 15%丙稀酰胺梯度胶与 10%线性分离胶对分离
降解菌 U S6-1菌体全蛋白时的效果比较
Fig. 2 Comparison of effect on the 5% ~ 15% acrylam ide
grad ient gel and 10% linearity separate ge l from the de-
grad ing-bacter ia US6-1 comp lete protein
  图 2左边为分离降解菌 US6-1菌体全蛋白时梯
度为 5% ~ 15%的梯度胶效果,右边为降解菌 US6-1









另外, 通过双向电泳技术 W ang等 ( 2000 )和




图 3 M ycobacterium sp. Strain PYR-1中的双加氧酶
F ig. 3 D ioxygenase ofM ycobacterium sp. S train PYR-1
41312 各种遗传工程、分子学手段的应用  1994
年由 Stemmer( 1994)首次提出, 是指通过对目的基
因酶切成随机片段, 然后进行 PCR重聚, 由于同源
重组而产生基因突变的方法。DNA改组是 DNA分
子的体外重组,是基因在分子水平上有性重组 ( sex-
ual recomb ination)。通过改变单个基因 (或基因家
族 genefam ily)原有核苷酸序列,创造新基因,并赋予
表达产物以新功能 (胡光星等, 2002)。
Kumamaru等 ( 1999) 改进 KF70-7菌和 LB404
菌的 bphA1, 一些改进后的 BPDox降解 PCB s及联
苯类化合物的能力增强, 甚至一些单环芳香族的化
合物如苯、甲苯等亦能被降解, 并获得了一些能识别
正、侧位 PCBs替代物的改进的 BPDox ( B ruhlmann
& Chen, 1999) , 这些突变体显示了对四氯和五氯
PCBs及商品化 PCB s复合物的较强的降解能力
( Seeger et al. , 1999)。





(如: Phe-)取代小的疏水氨基酸残基 (如: A la-, Va-l,
Leu-)等可以改变活性中心疏水口袋的大小和形状,
同时改变酶的作用底物范围 ( Kuko r& O isen, 1996;
蔡在龙等, 1997)。
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